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Verfahreii zuin Nachweis uttd zur Entfernung von Erielotoxia 




• Die voffiegcaide' .EifcidvSag- bsaifft'. em^Verfa^ir6l^ zum Nashv/eis und zur Abreicherang. y.on 
'10. Endotoxinen ays' eiher Probe ■ . • ,_; 



Endotoxin (EX) bczeichneteine Familfe von Lipopolysacchariden, die zusammen rait Prdteinen 
nnd Phosphoiipiden die. g.u5^^ 

aiisschlieBlich ifi dieser Bdcteiienghipp;©- V&r uad.spielen eiiie vvichtige Rolle in der Orgamsation,, 
Stabilitaf uad ■BaiTierefaractioiii ' der auBeien. Membran: Zahlreiche iSaicteriopliagen hutzeii 
Endotoxiiroiw; aljgemftinXipopoly^ 



■ Me Endotbxirivmanten' beWeheh'a^ euieiri Heterbpolysaccbmd,. 'd^ kovalent an. Li^iid A^. 
'. gebimden ist (Hblsf' O., 1999^ Cbemical structure of the core region of lip6poiysaccharides. In:; 
20 Endotoxin in health and disease (Brade, H., Monison, D.G., Opal, S., Vogel, S. eds.), Marcel 
Dekker Inc. New. York)). Lipid A verankert Endotoxin in der SuBeren Bakterienmenibran. Das 
Heterbpolysaccharid, das aus einem HerzoUgosaccharid imd dem. 0- Antigen besteht, zeigt in die. 
umgebende LSsting und bestimmt die serologische Identitat des Bakteriums. Das 0-Antigen 
besteht aus repetitiveh. Oligosaccharideinheiten, deren Zusaramensetzung.stammspezifisch ist 
(siehe hierzu Hoist et al., supra). Charakteristische Bausteine des Herzoligosaccharids sind 2- 
eto-3-desoxy6ctons.aure (Ki)0) und L-Glycero:D-^ . . 



2^^(S! 



: ■ Der konservativste Tail , vpn Endotoxin verschiedener Gattungen ist das Lipid .A. AJinlich 
konsesryiert .wie Lipid A ist die. iimere Herzregion, die aufiere Herzi-egion weist bereits eine 
30 - hbhere'- Vaiiatioh auf. Die innere .Herzregionn'. KDO imd- ppid. A selbst ti-agen mehr.ere 
. Phosphatgnippea ...als. Substiiuent^n und sind 'so- fur; die .iiegative' tadung-. von- Endptpxin 
■ . yeraa^pr^^^^^^ Darubei- .hinaus: k&ineii die. 
: ., ;, variab^i init Arabinose/Etltolarnm fiinKlne Ssccharidbausteine 

' \ . . , des : d-Aiatigeiis -smd acetyliert, sjalysieirt oder •glyCDsyUett , ■ Dks Q-Aritigeh yariiert .at^etdem ■; 
■3.5 •beziiglich der ■AjizahrrepetitiYer E^ die Endotoxiii-PopUiaUpn jedes Baldenums 

• ' . ;'; eine'gewis.seJ^.e 

; ^ in' -SaMTOnella ;■ t^^ 'by: sodiuiri dpdecyl •. siilfrie ';., poly^orylainM^^ 



■ electrophoresis. Eur.J Biochem. 1980;107(l):137-43; Goldman R.C.i Leive L., Heterogeneity of. 
antigenic-side-cham- length 111 lipopolysaccharide jfrom Eschericliia coli 01 U and Salmonella. 
typhimuriimim./Eiu^ . . . \ 

Endotoxine sind Biomolefciiie, die otoe entsprechende VorsichtsmalSnalamen in pralctisch alien 
wassrigen Losungen Vorzuffriden sind. Endotoxme korinen bei Mensch imd Tier zu Sepsis, einei; 
• starken Fehlreaktion des^^ Daher smd z.B. bei der Herstellung von 

/Phannaproteinen • VerWeiiiigiiBgefl^ m^^^ exakt nacfaziivveisen urid in der Folge 

.'komplett zir eritfemen! Endotoxin. ; :stej;Jr. eiri Problem ber gentecMisch /iiergestellten . 
: Ai-zneirnittein, Gentlierapeutika odei*. /Sabstaazen- -dar,.. die iii Mensch- oder • Tier ; (z.B- . 
Tiermedizinische Behruidiung oder bei Tierversuchen) ihjiziert werden,* Doch mcht. nur bei 
medizinischen, sondeni auch.bei Forsohungsanwendungen, Wie bei transfektibrisexpmmenten 
von SaugerzeUen .kaOT eine-^ hr^. Qm Senken der- Transfektionseffizie^^^^ durch * 

.Endotoxin beobacb^et we^ • /I ; : • • ' . 

•Urn Proteiiie im Rahmcn von klinischen Stiidien einsetzen zulcomien, verl.angen die europaische 
und die'- amerikaiiische Pharmacopeia, dass die Proteine bestiminte Grenzwerte an. 
Endotoxinbelastung unterschreiten (z.B. Iminimserum Globulin 0,91 EU/ml , dies eritspricht 
5 EU/kg'Koipergewicht & Dosis; EU = Endotoxin Unit; FDA (Food and Drug Administration): 
Guideline on Validation of LAL as End Product). Falls ein Medikament bzw. darin enthaltene 
Proteine eine zu hohe Endotoxinbelastung aufweisen, kann dies bis zum Tod des Probanden 
fiiliren. Die fehlgeleitete Inununabwehr schadigt durch eine Ubeneaktion den Patieriten. Dies 
kami zu Gewebeentziindungen, Blutdruckabfall, Herzrasen, Thi*ombose, Schock etc. flihren. 
Bereits eine langer . anhaltende Endotoxin-Exposition in Picogramnl-Mengen kami zu .. 
'chronischenNeben>Yii*kungen wie 23; linniunsc^^ septischen Symptomda etc. fiihren. Im 

Rahmen . der - SubstauzlierStellun^ daher, insbesondere bei Prozessen . unter „Goiod- • 

Maiiufacturing Practice" (GMP) Redingtrngen versucht, Endotoxin soweit wie moglich. 
abziireichem. Allerdings ist die Endotoxin-Entfemung bei.Proteinen, Polysacchariden und DNA 
problematisch, Gerade. " bei Proteinen gibt es . groBe Probleme durch; . deren intrinsische 
EigensGhaften v/ie Ladungs^ustand oder Hydrophobizitat,. die eine Endotoxinentfernung nahezu. 
.verlnndem bzw.-zu gi'OBeh Produktverluste^^ der Entfernungsprozedur fuiu^^^ * ; 

'DerzQit' siiid nur. dm ./.yerfabiea.; Endqto^-^&chweis^iir 
'• * • * • ■ . ' * ' . '. . *' ' ' ' . . ■ 

■schrieben; ;wobei hvw: *<fife i^eiden ^rsten Verfafja'eh von d^^^^ zugelassjgn; smd, l,. „Rabbit 



Pyrogen Testing": Bin Verfahren, bei dem einem lebenden Kanirichen eine Endotoxin-Losung 
ifijiziert luid damit eine linniunreaktion ausgelost wurd. Diese Endotoxin-verursachte • 
IrnmiiJiantwort wird iiber die Entwicklung yon Fieber nachgevviesen. 2; Deutlich bessei, 
standai-disierbar ist der „Lim«{us- Amoebocyte Lysate (LAL)" - Test, der derzeit am Mufigsten • 
yerwendete Test (BioWliittacker, Iiic., Charles Riyer, Inc., Associates of Cape Cod, Inc., alie 
USA). Bei diesem Verfahren wird die Verldiixnpung .des Blutes des Pfeilschwanzkrebses 
•OLimulus poiyphemus) darch-.Endotoxin-Kontakt gemessen. 3. Eine Weitere Moglic^eit ist der. . 
. Einsatz eiijes spezielleri Zellkultiifsysteiiis (Sterogene. bic,, USA), rnit dem die AJctivienmg vo» 
Monozyten liber die EntsteHungbestijnMsrZy^^ ;.. ■ • . . 

Die headen. ersfgenaonten Verfahren' sind jedoch sehr teuer (vgl. . Koi^kurreiizve^^^ 
Endotoxin-Nachweis) uiid durch den gi-oBen Bedarf an Versuchstieren bzw. au:Blut.des sehr . 
seltenen Pfeilschwatizkrebses nicht ztiletzt aus . Tierschutzgriinden bedenldich. .Per LAL-Test 
■• kann zwar auch miniaturisiert uiid aiitomatisiert werden, hat aber aufgnmd geringer Stabilitat der 
kpmppnenten massiye Nachteile. in der Anwendung; Emq einmal geoffiiete .LAI-Ii)sung muB 
direkt weiterverarbeitet. .und aufgebrauQbt werden, da die. .Komppnenten itmerhalb, weniger 
Stimden a:ggregierett. Fiir alle.Testverfahfen ist geschultes Personal' nQtig und die Verfahren sind 
sehr storanfallig," weii, z,B. das Immunsystem von Kaninchen auf die gleiche Bndbtpxindosis.. 
durchaus unterschiedlich reagieren kann. Das Zelllcultur-Verfahren der Finna Sterogene ist, wie 
alle Zellkulturverfahren, ebenfalls sehr aufwandig und weist Probleme bei der Stahdardisiening 
auf. 

kinsgesamt fcann festgestellt werden, dass es kein einfach handhabbaies kostengunstiges 
^/'erfahren zum Endotpxinriachweis gibt und die derzeit eingesetzten Methoden eine Reihe von 
•Nachteilen aufweisei. Es bestfeht daher der Bedgrf fUr -ein Verfahren, das dies^ Nachteile 
umgeht. • . ■ ■ ■ ■ • . ' ■ ' . . ■ • • •• ' .. ".■ 

■Ziir Endotoxinabreichei-ung aus biologischen Losungen allgemein gibt es eine .Reihe ' von ■ 
Verfahren. Insbesondere bei Pfoteinen gibt es allerdings bislang keine allgemein -anwendbaren .. 
Standardverfahreii. Die jew^ils verwendeten Verfahi'en sind ahgepasst an die spezifiselaen 
Eigenschaften . des . jeweiUge^^ auf den. .entsprechenden .Produktipiisprp.zess des. 

■pidteins.'. Es -gibt' .v^cMe4eaie ;;il6glicl»k^tep:'. .•3MotowtKdt>reichenmg,_ wobei jedes dieser :■ 
Verfaireu speziSscha yp^. un4'?Saphte^^^ aufweist. \ : r . ; ■ 



Die Ultrafiltration (Petsch, D. & AnspachV F.B., 2000, J. Biotechnol. 76, 97-1.19 und Referenzen 
darin) wird fur Bndotoxin-Abreicheriingen aus Wasser und Losungen mit niedermolelaaaren 
Bestandteilen wie Salze, Zucker und Antibiotika verwendet, ist jedoch nicht Mr hochmolekulai-e. 
Proteme Oder DNA geeignet. . 

Die 2-Phasen-Extralction (z.B.. WO 0166718, Merck) soli wasseilosliche Proteine und DNA von, 
• Endotoxin trenrien,.bedingt j^doch Detergenzjeste iin gereinigten Produlct. Das Verfahien ist 
aufierdem dutch mehrmaliges Wiederholen;^^^^^ 

Ebenfefls • wird Afiir die BndotoxinabreiGberung aus DNA' mid basisGhen, Proteinen ein 
MionsQaustauschsr^^^^ (z-B.;US 5990301. .(^ag^ WO:94l4837, 

Enzon), das jedoeh eine niedrige Ioneitistarke-(<50 mM NaCl) yoraussetzt. und zu einer Protein 
Cp-Adsoiptiqnbei.saurenP'roteinenfulni^^^^.^ •. . * , 

Ein/ .weiteres ..Verfahreri ' zut- .; Endotoxlnabreiciierung aus DNA imd. Proteinen (z.B. BSA, . 
M5'oglobin, ganuna-Gbbulln, Cytochrom .C) ist .die Affinitats-Adsoiption (z. B. Polymyxin Bi 
Histamine, ffistidin, Polylysin) z.B. GB 2192633 (Hammerwitii Hospital), die jedocli.im Fall 
von Polymyxin B toxisch ist und bei niedrigen lonpnstSrken zur Protein Co-Adsorptiqn fiihrt. .. 

Weiterhin wird die Immun-Affinitats-Chromatographie eingesetzt, wobei die Spezifitat fur 
bestimmte Endotoxine nur tiber teure Antikorper (US 5179018. Centocor; WO 0008463, 
Bioserv) gegen Herz-Oligosaccharid erreicht werden kann und im Fall von Antikorpem gegen 
Lipid A eine imspezifische Wechselwirkung mit hydrophobenResten auftritt. 

* ■ ■ ■ • • • • 

Femer wird das S3delta-Peptid (WO; 0127289) des Faktors- C (LAL-Test) (WO 9913676 beide: 
National University of .Smgapur) bei Proteinen (z.B. BSA, Chymotrypsinogen) verweridet, 
wobei jedoch dieser LAL-Test eine geriiige Effizienz bei hohen lonenstarken besitzt und. die 
hohen Herstellkosteh (Produlction in Msekten-Zellkultur) hinzukommen. 

In der .Anwendung in der pharmazeutischen Industrie befiiiden. sich flir Proteinlosungen, 
angepasst an die Eigenschaften der Zielproteine im wesentlichen, drei Verfahi-en: 

; Anioiienaustauschefcfaroma^^^ 
'•• ; •.vReversed-Phase:C:hrD»^phie;' Diese hat den NadjteilV dass sie nicht ftlr alle Proteine 
. IgleichefinaBen gef^ngt, - iiisbesondere bei hydrophobei^ 



Dariiberhinaus ist dieses Yerfahren sehr zeitintensiv. ' . 

• RemTox (Fa. Millipore): Dieses Verfahren hat den Nachteil, das heb.eil einer selir langen 
Mcubationsdauen der unspezifische ^. Bindungsanteil : hoch . ist> und die 
Prof einwiederfindung oftmals nic^^ 

Bine grobe Enddtoxin-Abreiehemng von Proteiiien auf eiiien Wert bis 10 EU/rnl ist mit den 
bestehenden. Verfjfcen.in viel^^^ Fallen moglicli. Die Verbleibende Kcnzentration an Endotoxin 
wirkt jedoch inmier noch to>:i3ch. Eine weitere Abreichenmg (=Feinreinigung) ist daher geboten 
bzw. abhangig- Ybn der Dosis des Proteins in .der medizinischen Aiwendung, von der^ 
. Europaiscben * Pliannacopeia {z^B: . "*5 EU/kg ■ Koipergewicht und " Stuilde in . intrayenosen 
Anwendungen) und der FDA.verbindlich 'yorgesclirieben. AUerdings ist. di.ese Feinreinigung init 
vGrliandeneii Methoden oft iiicht zufriedenstellend gewahrleistet. Die marktgangigen Verfahi'en 
weisen liier erhebliche Nachteile auf mid sind bei bestimmten Proteinen oft nicht, oder nur iinter- 
■erhebHcheii Verlustendes Zielprotein^^^ ' ■ ■ 

Dtoliegt der Eifindimg die^A^^ eiri Verfahren bereitzustellen, das- Endotoxine 

in Proben nachweisen kann. D6r Erfindung liegt ferner die Aufgabe zu Grikide, ein Verfaliitn 
bereitzustellen, mit dem Endotoxine aus wassrigen Losungen entfemt werden konnen; ■ 

Die Aufgabe wird durch den in den Patentanspriichen definierten Gegenstand geloBt. 

Die nachfolgenden Figuren erlautem die.Erfindung. 

tig. 1 zeigt eine schemati.sche Ubgrsicht der chemisclien Sti-uktui- von Endotoxin aus E, coli 
0111 :B4. Hep = L-Glycero-'D-manno-heptose; Gal = Galactose; Glc = Glucose; KDO = 2-Keto- 
3-desoxyoctonsaure; NG-a == N-Acetyl-galactosamin; NGc = N-Acetylglucosamiri. . 

Figur 2 zeigt die : Ergebnisse. von Versuchen mit Chromatograpliiesaiulen, die -uber 
Sulfhydryheste immobilisiertes • NStrepS3Cpl2 tragen. (A) Endotoxinentfemung aus 
Proteinlfisungen: Rijiderseilimalbu^ (BS A), Carbonanhydrase (CA) und Lysozym (Lys) 
•wurdra 1. h : auf- der Saule .inkubiert . imd anischlieBend mi.t Puffer eluiert. Die' 
Endotpxmkdn2;entration voi* und nach der S.Sule wurdeh mif dem LAL-Test gemessen rind daratis 
die prpzentuale Abnaiirk (B) Proteiawiederfindimg: Die Proteuilconzentrationea der 

Ausgangslosungen der Fraktioiien: nach ^d^^^ S^mrden durpl^. Absor^ ber- 
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280 lan bestinimt mid daraus die prozentuale Prcrteinwiederfind^^ 

Figur 3 zeigt die Endotoxinentfemung aus einer Lysozymlosimg iiber Chromatographiesaulen 
mit ..ungerichtet" (1) und „gericlitet" (2). immobiUsiertem pl2. In beiden Fallen wurde an NHS- ^ 
aktivierte Saulen pl2 S3C gekmden. Die „ungerichtete" Immobilisiei-ung erfolgte iiber primare. 
Amiiioreste von pl2S3C, die durch Reaktion mit den NHS-Gntppen kovalente Vefbindungen •. 
mit .der mgersubstanz eingehen. .Eine „ger:chtete" Verlmiipfung von pl2S3C iiber ein N- .. 
, terminales Cystein wLrd diirch.Diaminoethan und SIA (N-suGeiniixddyl-iodoacetat) W^^^^^ (A) , 
prozentuale .EndotoxLnentfemung. (B)Protein.wi^^ \ - .: 

Figur 4 zeigt die Ergebnisse von Versuchen niit biotinyii«rtep pl2, das ^ StreptaVidin an 
magnetische Beads gebunden wurde. (A) Die Endotoxinabreicheiung aus.Puffer (20 niM Hep^, ' 
1.50 mM NaCl, pH 7.5) und Proteinldsungen wde niittels. LAL-test .bestiniiBt. (B) Fiir- die . 
Proteinlosungen wiirde^die P^ 

Abtrenhiing der Beads A^on:der msung erfolgte mit ffilfe ernes Magnetsepai-a^^^ 
■ Serumaibumk. CA: Garbbnahhydrase.; Lys: Lysozym. ' : ; . 



. Figur 5 zeigt die Ergebnisse der Endotoxinentfemung init pt2, das uber Biotin-Streptavidin 
Wechselwirkungen auf Agarose-Beads ' immobiiisiert murde. .. Die Abtreiinung des 
20 immobilisierten pl2 erfolgte durch Zentrifogation. Die Endotoxinentfemimg auis Puffer (20 mM 
Tris. 150 mM NaCl, pH 8.0) und BSA-Losungen wurde anhand der Endotoxinlconzentratiqnen 
von AusgangslSsung und Uberstand bestimmt. 



_ 'Figur 6 zeigt Ergeb^sse von Oberfiachen-PlaSmon-Resonanz Messimgen.. (A) Resonanzkui-ven, 
25 aie als Antwort auf Inj^tion.von verschiedtoen Qem\i§/mi': iOO; 25; 6,25; 4; 1.56; 0,4) pl2n 
Konzentrationen ( . 'q gemessen wurd6n. Die Bindung erfolgt an Endotoxin von E. coli D21fl, 
das auf einem hydrophoben HPA-Chip immobiUsiert wurde. Die Injektion von pl2 imd EDTA 
.' (5 mM) wird durch Balken iiber den Rurven markiert. Puffer: 20 mM Tris, 15(>mM Nad, pH 
• ■ (B) Gleichgewichtsresonarizwerte fflr die Bindung von pi 2, an immobiUsiartes, Endotoxin 
SO?- >mifdfin:etwa 600 s ilaehBegipn der pl2 Injektion gemesgen. und gegen die dazugehorigen pl2. 
: : Eonzenfation aufgetrag^ ^ Dif . ;zeigt; . einen Fit der Langmuirsch^ 

"K/^A^orptionsisoth^W 

' 'bietiiiyUertes pl2, dasi^ Stt^#^^ inun«sM wuj^.^ coli D2le8:(^- ^ 



verkiiizte Herz-Region besitzt, bindet nicht aii pl2. Die Messungen wurden ux PBS. 
durchgefiihrt. .- • . . 

Der Begi-iff '•Endotoxmabreicherung" wie hier verwendet bedeutet voUstMndige oder teilweise 
Entfemimg von Endotoxin au3 Probenmaterial, ^ . " . 

Der Begiiff "Endotoxin" >ae..hier ver\vaid^^ bezeichnet balcterielles .Lipopolysaccharid, -das 
Bestahdteil der aussWen Membran grani-neg 

Dbr Begriff .."unspezifische founobilisierung" oder "vmgericlitete Itiampbilisierung" . wie hier 
verwendet . bedeutet, dass die.KoPplMng ^^i^e^^ Matrix. tiber Protfeiiireste , (z.B. 

primare Amine) ea-folgt, die iiber.die gesamte Proteinoberflache verteilt sind. Die Auswahl.der, 
fiir die KoppJung des einzelnen; Proteinmolekuls verwend^ten Grnppe: ist. ziifallig. 

,Der..Begriff."geiichMe Imnobm wie Wer verwendet bedeutet, dass die .Kopplimg uber 

Aminosaurereste dder andereReste (z.B. GlykosysUerungen:de5 Proteins) erfolgt, deren Position 
im Protein (z. B. oder C-terminal) bekaiint ist. Die AuswaW dieser Gruppen fur die Kopplimg 
erfolgt durch die Atiswahl geeigneter Reaktionspartner/Linker, die bevorzugt mit diesen Resten 
reagieren (z.B. Kopplung von Sulfhydrylresten an lodoacetatreste; lodoacetat reagiert 
.tausendmalschnellermitSulfhydrykestenaismitAminoresten). 

Die vorliegende Erfindung betriffi ein Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die 
Schritte: 

a) Ihkubieren einer Probe einem Bakteripphagenschwanzprot^^ 

b) Nachweis von an Bakteriophageinschwanzproteine gebundenes Endotoxin. 

Vorzugsweise befiffl die Erftodung ein Verfahren. bei dem der Nachweis .mittels- 
spektroskopischer Verfahren, z.B, Fluoreszenzemission, Fluoreszenzpolarisation,. Absorption' 
Oder eirculardichroismus,Vod^r. m^^^^ Rapazitatsmessung, z.B. elektrische Signale, oder 
indirekt iiuttels Kbmpetitiorisnachweis diirchgef^ 

Gegebenenfalls witd nach SiWi a^^ vor Schritt b) ein zusStelicher Schritt a') Abtrei^ung. 
. yonBakteriophagenschwahz^otein-Endoto^ •. 
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Die vorliegende Erfindimg betriffl femer ein Verfahren zur Entfemimg von Enaotoxin aus einer 
,:■ Probe, umfessend die Sphritte: 

5 a) Maibation einer Probe niit Balcteriophagenschwanzproteinen, die unspezifisch- pder gerichtet, 
; an einem festen Trager umnobilisiei-t sind, 

b) Trennen des Bakteriophagenschwanzprotein-EndotoxiivKompIe^ von der Probe, 

.. •;. Vorzugsweise.;wird vor der lnkubation die-Ionenzusainmensetzung der,zweiwertigen lonen z.B,.. 
10 Ca'^ Mg--" imd'oder: ,:^^^^^ eingestellt, .: viin. . eine optimale . Endotoxin- 

• Bakt'eriophagehschwanTprotein-Bindimg zu;e Femer bevorzugt wird bei pder nach der 

Inlcubation eine „Demaskierung" . des gebundenen Endotoxins durcb Zugabe ; von. 
Detergentieii/Salzen,z;B/Tween,Triton-N^ 

23: CWtosan.;^Zncke^oder.:]U^^^ ein Ablosen der Endotoxine von.z.B. .Pr0tein?n- oder; 
15 , Nddeinsaiffen beschleimi " ' .. 

• Das Bakteriophagenschwanzprotein kam ein • natiirUcherweise vorkoirunendes pder. ein 
molekularbiologisch oder, biocheniisch modifiziertes sein., Das Bakteripphagenscliwanzprotein, 
kann aus vei'schiedenen Griinden gentechnisch und/oder biochemisch modifiziert sein. Fur die 
erfindungsgemaBen Yerfaliren konnen jedoch nicht nur die natOrlicherweise vorkommenden " 
Balcteriophagenschwanzproteine verwendet werden, sondem auch deren Varianten. Varianten. 
bedeutet im Sinne der yorliegenden Erfindung, dass die Balcteriophagenschwanzproteine eine 
veranderte Aminosaufesequenz auiweisen. Diese konnen durch Screening der nattirlich 
luftretenden Varianten, oder durch Zufails-Mutagenese. oder gezielte Ivlutagenese, aber auch 
durch chemische Modifikation erhalten werden. Die fur die erfindungsgemaBen. Verfahren 
verwendeten Bakteriophagenschwanzproteine koimen diirch eine gezielte oder ?ufalUge . Muta- 
genese in ihrer Spezifitat bzw. ihreri Bindungseigenschaften an Tragerstrukturen angepaBt 
werden. Diese Bindung an die Trager kann fest. z.B. kovalent oder ttber eine. spezifische oder 
unspezifische Biotinylierung, erfblgen, aber auch reversibel z.B. iiber einp : reduzierbare. 
30 Disulfidbriicke erfdlgen; iFemer kann dtirch eine Modifilcation die .Stabilitat ;brh6ht werden. 
/ , Durch die. MutSgen^e WKden Mutationen, eingeftihrt, die Aminosaureadditionen, -deletionen, ^ 
.' substitutionen pder Ghemscke Modi^^^^ konnen eine 

¥eranderung derv; .;AffliinosaureseWz : Bindungs^gion der 

Bakteriopha^aaScPfahzprp bewirk^ mit dem Ziel, Spezifitaf :ufl# M^BsaiRm^ 
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Testbediir&isse anzupassen, z.B. die Bindung der . Endotoxine an die 
Bakteriophagenschwanzproteine zu erhohen oder irreversibel zu maclien, rnn den Nachweis oder 
die Abreichenmg zu verbessem. Dariibef hinaus kann eiiie genteciinisclie oder biochemische 
■ Modifikation der Phagenproteine durchgefuhrt werden, mit dem Ziel, die gegebenenfalls. 
5 vorhandene enzymatische Aktiyitat auszuschalten, um dadurch die Bindung zu verbessem oder 
irreversibel zu machen. 

Arbeiten zur AufldiiTung der dreidim^nsipnalen Struktur von T4 pl2 batten :gezeigt, dass bei. 
erhSbter Temperatur proteolytisch^ iPragmente von 33 kDa und 45. IcDa erzeiigt werden konnen, 
10 die und CTterininal".(33 kDa).bz\\';nur N-tenni]pa]-(45 kpa) veirkurzt.sind. Im Gegensatz .zu.. 
dem 331cDa |ragment "ist das 45kDa Fragnient noch in "der Lage an . Bakterien zu ..binde£». 
DemzufolgeistderC-TerminusanderZellbindungbeteiligt. ■ . ■ -i. ' 




Die Modifikatiba kann:.feriier-.iiisbesondere den Zweck haben, einen direkten T^Jachweis z.B: 
15 mittels Me^siing der 'Tryptopbaiifiuoreszeiiz zu erm6glichen.,B6ispielsweise besitzt P12 fdnf 
TryptopHan-Reste. Das Fluoreszeiizspektnun des nativen Proteins deutet darauf bin, dass diese 
Reste weitestgehend losungsmittel-unzuganglich sind. Aus einer Vielzalil von 
wissenschafllichen Arbeiten ist bekannt, dass fast iimner aromatische Aminosauren an der 
Bindung von Zuckerresten, wie sie auch in Endotoxin vorkommen, beteiiigt sind. Die Bindung 
20 der Zuckerreste an Proteine kaim durch einen Quench der Trypthophanfluoreszenz. bzw. 
gegebenenfalls auch zusatzlicb durch eine Verandenrag des Fluoreszenzmaxunums verfolgt 
werden. Eigene Arbeiten lassen vermuten, dass die ungiinstige Verteilung der Fluorophore des 
natvirUchen pl2 eine Ausnutzung der Fluoreszenz-Eigenschaften.jyftU pl2 zur Bindungsmessung 
verhindert. Die Fluoreszeneigenschaflen von pl2 werden durch die funf Tryptophanreste 
.25 dbminiert, deren Fluoreszenz dutch; die Zugabe yon Endotoxin nicht inessbar verandeft wird. 
Diese Daten lassen erwarten, dass eher Tyrosinreste als Tryptophanreste an der Bindung beteiiigt 
sind/ deren SignalSnderung vor dem hohen Tryptophan-Hintergrund nicht sichtbar gemacht 
werden kama. Auf der Basis der Proteolyseergebnisse kommen sechs Tyrosine am C-Terminus . 
vonpl.2.fur den.Endotoxin-Nachweiskit in Frage, die entsprechend „sichtbai-" gemacht werden 
'30 • kSnnen. .Durch einen selektiven molekiilarbiologischen Austausch der fiinf Tiyptophan-Reste 
gegen tyrosine werden in einem' ersteii "Schritt die spektroskopisqhen Eigenschaften so gezielt. 
veranidert, . dass die Endotoxin-Buidittjg per Fluoreszenzsi^^Snderung eines einzelnen 
Tiyptophaarfestes messbar ist, AnschlieBead wird durch eineji gezielten Austausch von jeweiis 
einem. der sechs Tyrosine ana C -Teii^^us gegen einen Tryptophgnrest die Intensitat. d^s . 
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•messbaren Signals signifikant erhoht, urn fur die Entwicklung eines Endotoxiii-Nachweisldts 
attraktive Signalunterschiede zu erhalten. 

Welche Balcteriophagenschwanzproteine verwendet werden, hangt davon ab, welche Endotoxine 

naGhgewiesen bder abgereinigt werden soUen. Bereits jetzt steht eine groBe Zahl bekannter . 

Bakteriophagen.fur einen GroBteil der bisher beschriebenen Balcterien ziir .Verfiigung und kann. 
• .ftir die erfindukgsgemafien y.erfahi:en ver\vendet werden. Die Phagen und die entsprechenden 

Wirtsbakterien sina u.a. bei folgenden Stammsanimlungen erhaltlich: ATCC (USA), :D.SMZ 
: (Deutschland),.Ul6lCCXGrofibri^^^ 




Vorzugsweise staininen die Bakteriophagenschwanzproteine ftir die erfindungsgemaBen 
Verfahren von Bakteriophagen, deren ' Wirtsbalcterien medizinisch oder- .biotechnologisch. 
relevante Bedeutung haben, wie z.B. E. coU, das bei def Produkdon rekombinahter Proteme oder 
von.Nukleinsauren.fur die Geutheraphie verwendet wird. Besonders bevorzugt sind 
15 Bakteriophagen?chwanzprofeine, die stark kbnservierte Bereiche von Endotoxin binden. wie z..B. . 
• .■ die Herzregion . Oder Lipid A. Insbesondere bevorzugt sind pl2 luid pl2-ahnliche 
• Balcteriophagenschwanzproteine Bei einer Kombinatibn von Endotoxin-Venmreinigungen aus 
. verschiedene^ .Wirtsbakterien kann eine Kombination der entsprechenden Endotoxin^ 
erkennenden Bakteriophagenschwanzproteine eingesetzt werden.. 




Der Nachweis.oder die Abreicherung von Endotoxin in oder aus einer Probe erfolgt iiber die 
Bindung von Endotoxin an die Balcteriophagenschwanzproteine. Diese Bindung kann z.B. durch 
direkte Messung mittels spektroslcopischer Verfahi-en, z.B. iiber Fluoreszenzemission, 
tluoreszenzpolarisation, Absorption oder Circulardichroismus nachgewiesen werden. Daruber 
hinaus kann die Bindung durch elektrische Signale, z,B. eine Kapazitatsmessung sichtbar 
gemacht werden. Weiterhin kann die -. Bindung von Endotoxin an die 
Bakteriophagenschwanzproteine auch indirekt tiber Veidrangungsexperiraente nachgewiesen 

werden. 

30 Fiir den .erfindungsgemaBen Nachweis konnen die Bakteriophagenschwaiizproteme bei Bedarf 
■ . einer Abtrenntog' der Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexe yon der Probe auf 
geeigneten Tragerstrukturen. z.B. Magnetpaitikeln, Agarosepartilceln, Miki-otiterplatten, 
Filtermaterialien Oder DurchfluBzellkammem, gekoppelt werden (indirekter Nachweis). Die 
Tragerstrukturen konnen z.B. ?us Polystyrol, Polypropylen. Pblycarbonat, PMMA, 



Celluloseacetat, Nitrozellulose, Glas, Silizium oder Agarose bestehen. Die Kopplimg kaim z.B. 
durch Adsorption Oder kovalente Bindung erreicht werden. 

Fiir das erfindungsgeinaBe Abreicherungsverfabren sind die Bakteriophagenschwanzproteine an 
5 feste Trager gekoppelt. Die festen TrSger kSnnen Materialien flir Chromatographiesaulen (z.B: 
Sepharosematerialien), Filtrationsmedien, Glaspartikel, Magiietpaitikel, Zentrifugations- oder 
■ SedimentationsnaatenaHen (z3/ Agarosepartik^^^ 

Wichtig hierbei isCeine funktionelle Kopplung, d.h. Bakteriophagenschwanzproteine verfiigen 
10 trotz Bindung an'das Trageraiaterial uber fur Endotoxin zugangliche Stnikturen. Die Kopplung 
der Bakteriophagenschwanzpiroteine.kann unspezifisch, oder aber bevorziigt gerichtet, iiber z.B. 
eine selektive Biotinylierung, oder gekoppelt ilber einen Spacer oder Lmlcer erfolgen.. 



Dazu kornieh die Bakteriophagenschwanzproteine mit niedermdlelcularen Substahzen z3> Biotin 
15 verknttpft sein, um iiber diese niedermolekularen Substanzen an. Polypeptide, z. B. Streptavidin 
zu binden, die ihi'erseits auf dexn Trager inunobilisiert warden. Sta:tt .Biotin kann fenier der 
sogenannte Strep-Tag (Skerra, A, & Schmidt, T. G. M. Biomolecular Engineering 16 (1999), 79- ; 
86) verwendet werden, der eine kurize Aminoskuresequenz ist und an Strepta^ddin bindet. Femer 
kann der His-Tag verwendet werden, der uber zweiwertige lorien (Zink.oder Nickel) oder einen 
20 fur ihn spezifischen Antikorper (Qiagen GmbH, Hilden) an ein Trageraiaterial binden kann. Der 
Strep-Tag sowie der His-Tag wird vorzugsweise iiber DNA-Rekombinationstechnologie an die 
rekombinant hergestellten Bakteriophagenproteine gebunden. Diese Kopplung kann gerichtet, 
^z.B.-am N- oder C-Terminus 'odeir ungerichtet erfolgen. Die gerichtete Kopplung erfolgt iiber 
'eine geeignete, reaktive natiirlicherweise, ' bei Phagenproteinen nicht haufig 
25 oberflachenexponierte Aminosaure wie Cystein, das an geeigneter Stelle gezielt eingfuhrt wiirde; 
Da Phagensqhwanzproteine im Cytpplasina synthetisiert werden, ist nicht mit Disulfidbriicken zu 
rechnen. Vorzugsweise kann auch fiber aadere Aminosaure direkt, oder wie auch bei Cystfein 
ilber einen ^Spacer" oder „CrossLinker" (Monofimktionell oder bifimlctionell) indirekt gekoppelt 
werden. . 
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Bei der Cysteinkopplung sind allc bifanlctionellen Crosslinker mit. NH- und SH-reaktiven 
Qaipip%,.imt und ohne Zwischenspacer, z.B; 11-Maleiniidoundecanoic acid sulfo-NHS oder 
Suco«^fl^pr4-[N-maleimidomethyli-cyc^^^ moglich.. 
Soferh kehie^acef vorhandeh sijid^isdmien 8-12 C-Atom-Spacdf -mit endstandiger NH-Gruppe ' 
eiJigi]Ki:p^'i?;#den^^ Vorzugsweise ^ die Cysteinkdppitiiig^ *e^^ eine spezifisehe 



Biotinylierung des Cysteins durch z.B.E2^Link-PE0-Maleimide activated Biotin (Pierce). 

Zweiwertige lonen, wie z.B. Ca'"- oder Mg'"- sind fur eine Bindung .von Endbtoxinen. an 
Phagenproteine wie pl2 wiclitig. Durch Zugabe von geeigiieten ChelatOren, wie z.B. EDTA oder . 
EGTA, kann. diese Bindung jedoch gelost werden. Ca^^'-Konzentration im Bereich von 100 nM 

,bis 1 mM sind fiir die Bindung b.evoi-zugt. Emiedrigt maii die Konzentration zweiwertiger lonen 
durch Zugabe von i loM EDTA imter 100 nM, so wird.die. Bindung von Endotoxin an pl2 . 
gelost. Mg^'"-Konzentrationen txber 10 roM. verschlechtem die Bindung von Endotoxin an pU,. 
was sich in einer Erhohung der Disso?iationskonstante bemerkbar macht. . Ohne Zugabe von 
Mg^* ergibt sich ein Kd-Wert von 50 nM und in einem Puffer mit 10 mi^Mg^* wurde ein.Kd. 
Wert von 1 ^iM gemessen. Zink zeigte eine noch starker hemmende '.Wirkuiig. 1 mM Zn erhpht 
den Kd-Wert auf 10 ^M. Eine Einstellung der Konzentration zweiwertiger oder anderer lonen- 
(Z.B.: Cu^-, Al^^ Zn^^ Fe^^ Ca^^ Ba^""; Mg^^ Cd^"^ auf einen fur die Bindung opti.malen 
B€*eichkami durch Substanzen, wie HEDTA, NTA bzw. allgemein Chelatoren/Puffer (ADA; ' 

, [2.Acetamido]-2-iminodiacetic acxd;.5-AMP: Adenosin-S'.-Monophosphat; ApP: Adenosin-5'-. 
Diphosphat; ATP: . Adenosin-5 ^-Triphosphat; Bapta: . l,2-bis(2-An)inophenoxy)ethane- 
N,N,N',N'-tetraacetic acid; Citrat: Zitronensaure; EDTA: Ethylendjamintetraacefic acid; EGTA:. 
Ethleneglycoi-bis(P-aminoethyl Ether) N,N,N',N'-Tetraacetic " • acid; ' HEDTA: N- 
hydroxyethylethylenediaminetriacetic acid; NTA: Nitrilotiracetic acid; SO4. Sulfat) erfolgen, die 
als Puffer fur zweiwertige lonen benutzt werden konnen. 

Die erfindungsgemaBeii Verfahren konnen daher femer Waschschritte umfassen. Je nachdem, ob 
ein direkter oder indirekter Nachweis oder die Abreipherung eine Abtrennung von Probe und 
Bakteriophagenschwanzprotein notig macht, konnen Waschschritte eingebaut werden. Da Ca2+ 
Oder andere Metallionen (z.B. Mg2+) essentiell fiir die Bindung sind, kann die Bindung von 
Endotoxin an z.B..pl2 durch geeignete Waschscliritte gelost werden.: Je nach Ziiel, ob Endotoxin 
auf dem Bakteriophagenschwanzprotein, z.B. pl2 gebunden bleiben soli, wird mit EDTA-freiem 
Puffer ge?i^aschen, wenn die Bindung gelost werden soli mit EDTA-haltigem Puffer, wobei die 
EDTA-Kpffizentrationen im Bereich, yon mindestens 0,05 mM bis melu als 10 mM, 
vorzugsweise im Bereich von 2 mM bis 5 mM hegt. 

Die Abtremiung erfolgt nach Mubation der Probe mit; dem entsprechenden iiMi 
Bakterio^iagenschwanzproteinen gekOppelten Tragermaterial ffir .^lj<5?a 5-60 min oder etwa ^^: 
ISOmdn Oder bei Bedarf auch iiber Nacht. Dazu wird; die Probe z.B. aus ;^^ 
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OiromatograpMesaule elmert, Oder mtriert, Oder die entsprechen^^^^ 
' absedimeiitiert,bzw.dia:chAiilegeneinesMagnetfeldesmagaetischsepariert: 

■ Der Abtrennschritt kann z.B. im Abreicherungsverfaliien zur ' Regenerierung der.. 
5 Bakteriophagenschwanzproteiiie benutzt werden. die an den festen Trgger gekopplet sind. 

.. .Dadurch kann der feste Trager, z.B. eine Matrix in einer Chi-omatographiesaule wiedervemendet 
.. . werden. Die .Regenerierung erfolgt dyrch Entfemen des gebundenen EHdotoxins durch. einen 
.. ' geeigneten/Regenerierungspuffer enthaltend EDTA oder einen entsprechenden Chelator. Bei 
• EDTA wird eine Konzentration von gr66er 2mM EDTA bevorzugt, inbesondere groBer lOmM 
10 EDTA. 

Da ionische Wechselwirkungen gmndsatzlieh ininer.durch Veranderungen der lonenstarke. 
beeinflussbar sind, konnen auch Erhohmigen oder Emiedrigungen'anderer Salze in Losung, vnc 
z;B. NaCl. Oder KCl, die Bindung von. Endotoxin an; die B.akteriophagenscHwanzproteine. 
15 beeinflussen./ 

Urn die Bindung im Nachweisverfahren dhrekt oder indirekt siclitbar zu raachen, kann auch das 
. . Protein molekularbiologisch oder biochemisch verSndert werden. mn die Messung zu, 
fermeglichen, bzw. zu verbessem. Um eine Bindung von Endotoxin z.B. an pl2 direlct sichtbar zu 
machen, kann ein molekularbiologischer Austausch von Tyrosinresten gegen Tryptophan, 
durchgefuhrt werden." Ftir eine Redulction des .Signalhintergrundes kann es dabei notig sein, die 
urspriingUch enthaltenen Tryptophane gegen Tyrosine ausiiitauschen.Um auch in proteinhaltigen 
Losungen . messen zu konnen. kann pl2 nach Tryptophan-Einfuhrung zusatzlich chemisch 

modifiziert werden. Dabei werden Tryptophanreste durch Koshland-Reagenz (2-Hydroxy-5- 

25 nitrobenzylbromid) hinsichtHch ihrer spektrokopischen Eigenschaften verandert. Bei 
Verdrangungsexperimenten kann markiertes, z.B. fluoreszenzmarkiertes Endotoxin (z.B, Sigma) 
durch in der Probe befindliches Endotoxin z.B. von pl2 verdrSngt und' die Konzentration von - 
fireiem fluoreszierendem Endotoxin bestimmt werden. 

.30 .Mit dem erfipdungsgemSBen Verfahren kami Endotoxin aus und in alien wassrigen Losungen 
nachgeWiesfc ; :tmd entfemt werden. ; Diese LQsungen konnen: Proteine, Plasmid-DNA, 
genomdseike -©MA, RNA, Proteia-NiiMeinsaurekomplexe wie z.B.. Pbagen oder Viren, 
Saccharide, feipl^offe, Arzneimd1*«i, DialysepufE^t* (Medizin), Safee^M^r andere durch 
Endotoxiin-P&lsteg verunreinigte StKbstia^ • ' 
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Bin weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenproteine, an die sogenamite Tags, z.B. 
der Strep- oder der His-Tag, vorzugsweise an das 3'- odef S'-Ende. besonders bevoizugt an das 
5'-Endp, gekoppelt sind. Bevorzugt ist die Kopplung oder Verkntipfiing der Tags mit den 
5 Bakteriophagenproteinen iiber DNA-Rekombinationstechnologie. Herstellung der Nukleiiisaure, 
unifassend die Sequenz des Bakteriophageiiproteins und des Tags irnd die Herste.Uung des 
Expressionsprodulcts sind Stand, der Technik und brauchen hier nicht gesondert erlautert zu. 
. werden.' Ein weiterer Aspeia der Erfindung ist die Nukleinsauresequenz, die eiii 
Bakteiiaphagenprotein . zusammen mit dem Strep- oder His-Tag codiert.. Bin besonders 
10 bevorzugteg mit dem Strep- Oder His-tag modia^iertes, Bakteriopbagenprotein ist das pl2- 
Protein vom.Phagen T4, jedoch sind alle anderen Bakteriophagenprpfeine von in der obigen 
TabeUe aafgefuhrten Bakterienebenfalls bevorzugt. 




Ein.weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenproteine/ mit eiriem -Tag, der ein. 
15 . . oberflachenexponiertes Cystein zur spezifischen, gerichteten Biotinylierung aufweist, .z.B. die' 
Tags gemafi SEQ ID N0:5, 6 und 7. Ein Beispiel fur ein pl2 mit Tag ist die in SEQ IP N0:8 
aufgefiihrte AminosSiiresequenz, Bevorzugt ist ein pl2 mit einem Tag, insbesondere mit einem 
• Tag mit einem oberflacbenexponierten Cystein, insbesondere ein pl2 mit dem Tag gemaJJ SEQ 
ID NO: 6 und 7. Diese gerichtete Biotinylierung kann zusatzlich dutch einen geeigneten Spacer 
20 Oder Linker vermittelt werden. Femer betrifft die vorliegende Erfindung die Aminosauren rait 
einer Sequenz gemaB SEQ ID N0:5, 6 und 7. Femer betrifft dib vorliegende Erfindung die 
NukleinsSuren, codierend die Aminosauresequenz gemafi SEQ ID N0:5, 6 und 7. 




FDie erfindungsgemMBen Verfahren bieten gegeniiber den Nachweis- und Reinigungsverfahren 
.25 ftir und von Endotoxin Vorleile in- der Performance entsprechender Anwendungeni Femer ist die 
Herstellung von Antikorper gegen LPS-HerzoUgosaccharide sehr schwierig, was entsprechende 
Verfahren auf Antik6rper-Basis sehr teuer warden lasst. 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufeufassen. 
30 Sofem nicht anders angegeben, wurden molekularbiologische Standardmethoden verwendet, wie 
z3,- von Sambrook et al., 1989, Molecular cloning: A Laboratory Manual 2. Auflage, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, beschrieben. 



1. . . GlasgeSBe, Plastikgef^e und Puffer 



Fiir die Endoto^entfemung wurden alle GlasgefaBe dufch Ausbacken bei 200''C (4h) 
entpyrogemsiert und ausschlieBlich pyrogei^eie Plastikmaterialeii (z.B. Pipettenspitzen, • 
Microtiterplatten) verwendet, Andere,....nicht hitzebestSndige , GerSte . oder GeMe, wurden 
entweder mit 3% Wasserstoffperoxid behandelt oder mit 1% Natriumdeoxoycholat gewaschen. 
Anschliefiend wurde sie mit endotoxinfreiem Wasser gespult Die Puffer wurden aus weitgehend' 
. endotoxinfireien Puffersubstanzen (Sigma) hergestellt und mit endotoxinfreiem Wasser angesetzt. • 
Salze, wie z.B. NaGl, die auf 200?G erfutzt werden konnen, wurden aiisgebacken (200°C, 4b), 
Fiir chromatographische Reimgiingen yeiT/endete Puffer wurden entgas^ 

2. . EhdotoxinnKcWds mittels L/^ 

Eiidotoxin-KonU-oiinaGhweise wurden-mit einem chromogenen.LAL-Test (timulus-Amebocyta. 
Lysate Testi Endosafe, Charles-River), entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. 
Zur KoTiientratibnsbestimmung wiirden Endofoxin-Standards : (Endosafe' Qharles-River) im 
Bereicb von. 0.02-50 EU/ml eingesetzt. Die Absorptionsmessung-bei 405 niii erfolgte in einern - 
temperierbarenMkrotiterplatten-Reader (Genios, Tecan GmbH). 

3. Western-Blot zum pi 2-Nachweis 

Der Nachweis von pl2 im Uberstand von mit Beads behandelten Proben bzw. in den Fralctionen 
der Affinitatschromatographie erfolgte durch Western Blots. Zum Tail wurden die Proteine 
vorher durch NaDOC/TCA-Failung (Natriumdeoxycholat/Tetrachloracetat) aufkonzentriert. Die 
Proben wurden dazu auf 12%-igen SDS Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF 
Membranen (Immobilon, MiUipore) iibertragen. Die Membranen mu:den mit PBS 30 min 
gewaschen, mit 5% Milchpulver blockiert (1 h) und anschlieBend mit polyklonalem anti-pl2- 
Antikoiper inkubiert (Ih, Verdiinnung: 1:1000). Nach Inkubation mit einera, mit alkalischer 
Phosphatase, konjugierter ' Sekundtotik6rper '(Ziege-anti-Kaninchen IgG) erfolgte die 
Entwicklung der Proben mit BCIP/NBT (5-Brom-4-chloroindolylphosphat/Nitroblau- 
Tetrazoliumsalz). . ' 

4. Endotoxin-Reinigung 

Die Reinigung von Endotoxin wurde nach der Vprschrift von Galanos> C, Ltideritz, O. «fe 
Weslphal, 0. 1969, Europ. J. Biochem. 9, 245-249 durchgefuhrt: 



ReisDiel 5:Sr)02j fi^rhe. TConnlmig vnn ti12 an inimohi]isie.rte .Todoacetylreste: 
Urn eine gerichtete Bindung von pl2 an die Oberfiache erreichen wnrde die Aminosaure 
Serin an Position 3 des Strep-Tags. gemaJJ SEQ ID N0:5 durch Cystein Avie in Beispiel 12. 
ersetzt und das Protein iiber Jodoacetyli-este, die bevorzugt fteie. Sulfliydrylreste .binden, 
immobilisiert. Das resultierendepl2. wurde pl2S3C genannt. 

Es wurde ein 1 ml Sulfolink Coupling Gel (Pierce) gegossen, mit 6 ml 1% Natriumdeoxycholat.. 
gewaschen 4d mit 6 ml Kopplimgspuffer (50 mM Tris, 150 mM NaCL 5 niM EDTA, pH 8.5) 
equilibriert^-Arischliefiend wurden 1 ml pl2S3(: (=N-StrepS3Gpl2). (1-1.5 mg/ml in 
KopplungBpivffer) injiziert, die. SSule 15 min^leicht gescbuttelt, weiter^ 30 min ohne Schutteln 
bei Ramntemperatur inlcubiert: and nochmals 1 n^ P,12S3C injiziert..und die Likubationsschritte 
wiederholt Diese Kopplung yon pi 283 C wurde insgesamt 4 mal .wiederholt, und ans,cWiel3end 
die Saule. mit . 6 .ml Kopplungspuffer gewaschen. Die Diircliiaufe mirden gesammelt mid die 
jcweilige pl2S3G Konzentration durch Absorptionsmessung bei 280 mn' bestimmt Es wiirden 
"2i-2!8 mg.pl2S3C pro ml Gel gebimden. AnscWieBend ^wwden iiberzahUge Jodoacetyheste 
durch bkubation (45 min)' mit .1 mi Cystein (50 mM in 50 mM. Tris. 5 mM EDTA. pH 8.5) ' 
blockiert. Nach Waschen der Saiilemit 16 ml IMNaCl mid 16 ml 20 mM Hepes, 150 mM-NaCl 
pH 7:5 war die Saule fertig zum Gebirauch. 

Die Fahigkeit dieses Gels Endotoxin aus Proteinlosungen zu entfemen, wurde mit BSA (2-4 
mg/ml), Carbon Anhydrase (1-2 mg/ml) und Lysozym (3-4 mg/ml) getestet. BSA^ und Lysozym 
LSsungln wurden mit Endotoxin von E. coli 055:B5 (Endosafe, Chai-les-River) oder E. coU 
HMS 174 gespickt (100-1000 EU/ml), wShrend die Carbon Anhydrase nicht mit zusatzlichem 
Endotoxin versetzt wurde. Es ; wurden jeweils 0.5 ml Proteinlosung auf die Saule gegeben. 1 
Stuiide bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend die SSiUe mit Puffer gewaschen. Die 
Proteine wurden fraktionsweise gesammelt und der Endotojdngehalt vor und nach der Saule- 
mittels eines chromogenen LAL-Tests (Endosafe, Charles-River) bestimmt. AuBerdem wurde 
die Proteinwiederfindung durcH . Absorptionsmessungen bei 280 ran ermittelt. Die Endotoxine 
komitfen aus alien 3 Proteinlosungen fast vollstandig (93-99%) entfemt werden, wie in Fig. 2A 
gezeigt. AuBerdem konnten die Proteine weitgehend von der Saule eluiert werden (80-99%, Fig. 
2B).- Die Saule wurde abschliefiend mit 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 
regeneriert. Um Verunreinigungen der Prpteiiifraktionen nach dem Lauf iiber die Saule durch 
sich ablosendes pl2 auszuschUeBehi wurden die Fraktionen mittels der Western Blot Technik auf 
pl2 untersucht. Es konnte keinpl2 in den Fraktionen nachgewiesen werden. 



Beispiel 6: Unspezifische Kopplung von pl2 an NHS-aktiviertes Tragermaterial: 
N-hydroxysuccinimid (NHS) .wk^ aus Verbindungen durch primare Aminoreste verdrangt iind 
deshalb zuni Koppeln von Proteineh an Oberflachen benutzt. NHS-aktivierte Sepharose Saulen 
(HiTrap MHS-activated HP, 1 ml, Amersham-Pharaiacia-Bidtech) wurden zimachst mit 6 ml 
eiskalter 1 mM' Salzsaure gewaschen. AnschlieBend warden bei Railmtemperatur 10-15 ml 
pl2S5e (i. 0-3.5 mg/ml) in 0.2 M NaHCOa, 0.5 M NaCl, pH 83 zirkular iiber die.Saule gepumpt 
(Flussrate 0.8 ml/iTiin). Nach 60 miii wurde der Durchlauf fraktionsweise gesammelt und die 
SMe iuit 6 M Puffer ^ Aus diesen Fraktionen wurde das NHS durch Entsalzen der 

Losung liber HiTrap-Desalting Saulchen (5 ml, Aaiersham-Pliarniacia-Biotech) abgetrennt mid 
ansciiiieCend die pl2-Menge durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt. 20-25 mg^ 
pl2S3:C wurden an die-Saule gebunden. Die Saule wurde nach der Kopplung entsprechend den 
HersMerangaben wied^holt roit jeweils 6 ml Bloclderungspuffer (0,5 M Ethanolamin, 0;5 M. 
NaGL pH 8.3) 'und Waschpuffer (0.1' M Acetat, 0.5VM iSfaCl, pPI 4.0) gespult. AnschlieBOTd 
wurde die Saule mit 6 uil Gebi-^uchspuffer (20mM Hepes, 150 rn^^ NaCl, pH 7,5 oder 20 mJVI 
Tiis, 150.mMNaCl,pH8.5)equilibriert. . 

Die. Endotoxinentfemung uber diese Saule wurde mit Lysozymlosungen (3-4 mg/ml in 20 mM 
Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5. oder 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pJH 8.5) getestet. Die 
Lysozymlosungen wurden mit Endotoxin von E. coli HMS 174 gespickt (-500 EU/ml). Es 
wurden 0.5 ml Proteinlosung auf die Saule gegeben, 1 Stunde bei Raiuntemperatur inkubiert und 
anschlieBend die Saule mit Puffer gewaschen. Das Lysozym wurden fraktionsweise gesammelt 

I und der Endotoxingehalt . vor und nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tests 
(Endosafe, Charles-River) bestinniit. Aufierdem wurde die Proteinwiederfmdung durch 
Absqrptionsmessungen b.ei 280 nm ermittelt. Die Endotoxiile wurden zu 85-90% aus der Losung 
CTtfemt, wie in Fig. 3A gezeigt und 85-90% des Lysozyins konnten durch Waschen mit 
Gebrauchspuffer wieder von der Saule eluiert werden (Fig. SB): .Die Saule wurde anschlieBend 
mit 6 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCl gewaschen. 
Urn Verunreinigungen der Proteinjfraktionen nach^dem Lauf iiber die SSule ^ durch sich 
ablosendes pl2 auszuschliefien, wurden die Fraktionen mittels der Western Blot Technik.auf pl2 
untersucht. Es konnte kein pl2 in den Fraktionen. nachgewiesen werden. ' 

t . - • . ; ■ • 

Beispiel 7: Gerichtete Konnlung von pl2 an liher Diaminoethan und N-Succinimidvi-iodoacetat 
(S3A) als Spacer an NHS-al^iviertes Tragermaterial-Saule. 



Um eine gefichtete Bindimg an das Chromatographie Trageimaterial zii eireich^ wurde ein 
bifiinktioneller Linker an NHS-aktivierte OberflSche gebuiiden, der eine Kopplung von pl2S3C 
, fiber dessen Mes Cystein und Jodoacetykeste des bifimktionalen Linkers ermo 

NHS-aktivierte Sepharose Saulen (HiTrap NHS-activated HP, 1 ml, Amersham-Pharmacia- 
. Biotech) wurden. zunachst mit 6 ml eiskalter 1 mM Salzsaure gewaschen, danach 1 ml ' 
Ethylendianiin (10 mg/ffll in 0.2 M NaHCOs, 0.5 M NaCl, pH 8,3>injiziertund die Saule 30 min 
bei Raumtemperatur inkiibiert. Nacb Blockieren iiberzaiiliger l^iHS-Grcppen rait Ethanolamin 

• (0.5 M Ethanolamin^' 0.5 . M NaQ^ 8.3) und Waschen (0.1 M Acetate 0.5 M NaCl, pH 4.0) d&i , 
Saule wurde die Saule. mit 6 ml Boratpuffer ( 50 mM Natriumborat, 150 mM NaCl, 5 mM 
EDTA, pH .8.3) equilibriert. Anscblieijend wurde .30 min langlO nil.N-Succimmidyl-ibdoacetat 
(SIA, Pierce, 200 ^il SIA-Stammlosung in 10 ml Boratpuffer; SIA-Stamml5simg: 1.4 nig SL\ in 

1 ml DMSO) zirkuiar tiber die Saule gespiilt. Die Saule wurde dariach'mit 6. ml Boratpuffer 
gev/asehen und 1 Stunde lang pl2S3G. (l.mg/nij, 50 m.l in Boratpuffer) uber die- Saule gespiilt. 
TJberschiissige lodoacetykeste wurdeii rait .1 ml Cysteinlosung (5mM Cystein in Boratpuffer, 15 ; 
min bei Ilaumtemperatur inkubieren) abgesattigt, bevor die Saule mit den Gebrauchspuffem (20 
mM Hep.es,. 150 mM NaCI,- pH 7.5 oder 50 mM Tris, 1^0 mM- NaCl, pH 8.5) equiUbriert 
wurden. Die Kppplungsreaktionen mit SIA wurden im Dunkehi durchgefiihrt. 

Die Endotoxinentfemung iiber diese Saule wurde mit Lysozyriilosungen (3-4 mg/nil in 20 mM 
Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 oder 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.5) getestet. Die 
Lysozymlosungen wurden mit Endotoxin von E. coh HMS 174 gespiclct (-500 EU/ml). Es 

» wurde 0.5 ml Proteinlosung auf die SSule.gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inlcubiert und 
anschlieUend die Saule mit Puffer gewaschen. Das Lysozym wiude fraktionsweiJ3e gesammelt 
und der Endotoxingehalt vpr und nach der Saule mittels eiries chromogenen LAL-Tests 
(Endosafe, Charles-River) bestunmt. Aufierdem wurde die Proteinwiederfindung durch 
Absoiptionsmessungeh bei 280 ran emiittelt Die Endotoxine wurden zu 90% aus der LSsung 
entferat, wie in Fig. 3 A gezeigt und 75-85% des Lysozyms konnten durch Waschen mit 
Gebrauchspuffer wieder von der Saule eluiert werden (Fig. 3B). Die Sfiule wurde anschliel3end 
mit 6 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCl gewaschen: 
:.Um Verunreinigungen der Proteinfir^Orien nach dem Lauf iiber die Saule durch sich 
ablosend^ p?12 auszuschlieBeai, wurden: die^Fr^onen mittels der Westerti Blot Technik auf p 12 

• imtersucht.Bsl£omtekeinpl2inden.F?^iQ^^ ■. • ' 



BeispielS: unspezifischeKopplung'vonbiotinvliertenipl2 an magiietische Streptavidin-Beads. 
pl2 (3 mg/^ll in PBS, 0.05% Tween20) wurde- mit Sulfo-NEfS-LC-LC-Biotin (Pierce), im 
Verhaltnis 1:10 bis 1:20" eine.Sturide bei RT inkubiert und anschlieBend gegen Puffeir (z.B. PBS 
Oder 20 inM Hepes, 150 rnM NaQ, 5 mM.EDTA, pH 7.5) dialysiert. NHS.-aktiviertes Biotin 
5 . bindet dabei an primSre Aminoreste yon pl2. AnschlieBend wurden zu 1ml Streptavidin Beads 
■ (MagPrep Strqjtavidin Beads, Merclc) 50 ^,1 biotinyliertes 'pl2 (1 mg*'mi) gegeben, 2h bei 

Raunitemperatur geschiittelt und anschlieBend uberschussiges pl2 durch viennaliges Waschen ■ 
: mit 1 .5 ml 20 rf.Tris, 10 .^^^^ 

10; . Die Endotoxinentfemmig wurde mit . Puffer (20. m^-t .Hepes, 150 M.l NaCl, pH XS) und 
. ProteinlSsungen (6. 1 mg/ml BSA, 6. 1 mg-W Lysozym, 0. 1 mg/ml .Carbon Anhydrase .in' 20 mM 
^I^Hepes, 150 m^M NaCl, pH 7.5) getestet. Der Puffer sowie die BSA- imd Lysozym-.L6sung wurde 
^^mit 5 EU/^ml . (Endotoxin . aus E. coli 055 :B5., Eudosafe Charles-River) gespickt. Die Carbon 

Anhydrase. Losung enthielt etwa.l EU/ml; Zu 200 |J,1 Puffer bzw; Proteiniosung wurden 25 
,15 magnetische Beads init inmobilisiertem pl^ gegeben, durch auf- und abpipettieren vermischt 
imd 30 iniii bei Raumtemperatur mlcubiett. Die Beads wurden mit Hilfe eine^ Ma:gneten aus der 
-. Losung entfemt, der Ub.erstand abpipettiert. Der Endotoxingehalt von unbehandelten Proben und 
mit Beads inkubierten Proben wurde anschUefiend- mit dem LAL-Test bestimmt uiid die 
• Proteinwiederfindung durch Absorptionsmessung bei 280 rim bestimmt. Aus Puffer lieB sich das 
20 Endotoxin praktisch voUstandig entfemen (99.9 % Endotoxinentfemung, Fig. 4A) und auch aus 
den Proteiniosung Wurde das Endotoxin um 70-92% (Fig. 4B) aljgereichert. Die 
Proteinwiederfindung lag zwischen • 57% und 99% (BSA: 87 %,Carbon Anhydrase: 99%, 




,ysozym: 57 %; Fig. 4B). . 



25 Beispiel 9: u rt'gpftj^ifisch e Kopplune von biotinvliertem p12 an immobili siertes Streptavidin. 

P12 (3 mg/ml in PBS, 0.05% Tween20) wnirde mit Sulfo-NHS-LG-LC-Biotin (Pierce), im 
Verhaltnis 1:1.0 bis 1:20 eine Stunde bei RT inkubiert und anschlieBend gegen Puffer (z.B. PBS 
Oder 20 niM Hepes, 150 mM NaCl "5 mM EDTA, pH 7.5) dialysiert. "NHS-aktiviertes Biotin 
bindet dabei an primare Aminoreste von pl2. Das biotinyherte pl2 wird anschUeBend 1 h bei 

30 Raumtemperatur mit Streptavidin beladenen Chromatographiematerial (ImraunoPure 
immobilized Streptavidm: 6% quervemetztb Agarose Beads) inkubiert und uberschtissiges pl2 
durch Waschen mit PBS entfernt. 

Die Endotoxtoeiltfernung wurde mit Pulfer (20 mM Tiis, 150 mM NaCI, pH 8.0) und BSA (0.5 




mg/ml in 20 mk Tris, 150 mMNaCl, pH 8.0) getestet. Je 1 ml Puffer bzw. BSA-L6sung;Wiirden 
mit 10 EU/iiil gespiclct, 50 nl pl2-Agarose zugegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatiir geschuttelt. 
Die pl2 • Agarose wurde anschlieBend abzentrifiigiert und die. Endotoxin- uud 
Prbteinkonzentration im Uberstand gemessen. Aus dem Puffer komiten 99% und aus der.BSA- . 
Losimg 86 % Endotoxin entfemt werden (Eig. 5). BSA konnte zu 90 % vviedergefunden werden. ' 

10: l]nt^^^^rh^m^en ilber pl?.Endotoxin Bindmw mittels Oberflachen-Plasmon: . 
Resonanz-Messungea ; ■ 

Die Bindung von pi2 an Endotoxin oder' an Balcterien, ube^ die Lipopolysaccharide in .der.. 
auBerea Zelbnembfan, wurde mittels Obernachen-PlasnionO^onanz Mss^^ untersiickt ■ 
(Biacore: J). Urn die, Dissoziatioiiskonstante (K^) zu- ermittelt, wurde. Efedotoxiii von..E; cpli 
055:B5 (Sigma) auf einem hydrophoben.HPA-Chip entsprechend der Anleitimg des Herstellefs: 
'inunobiUaert und pl2.iii..^erschiedenen Konzentrationen injiziert (Eig. 6A): Die Bindung wiird in 
relativen, Response :Units".(RU) gemessen die Gleichgewichtswerte g<.gen die dazugehorigen 
p.l2-Kbnzen1ratibnen • aufgetragen • (Eig. " 66). ' Durch . anpassen der Langmuirsclaen 
Adsorptionsisotherme (RU = CRtJrtax%12])/([pl2]+K,)) an diese Daten wde der K^-Wert. 
emiittelt (Tabelle 1). Fiir" die Messungen wurden endptoxinfreie Puffer verwendet. Fiir- pH- 
Werte zwischen 6 und 10 wurden K,-Wefte im Bereich von 10'^ bis lO'' M eimittelt (Tabelle 1)., 
Die Bindung wurde, durch Injektion von ImM oder 5 mM EDTA wiederaufgehoben und der 
Chip regeneriert. 
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Tabelle 1: Links: Dissoziationskonstanten von Endotoxin an pl2 in Abhangigkeit von dem pR- 
Wert der Losung. Rechts: 'Struktur der Endotoxin-Herzregion verschiedener E.coli-Mutanten. 




Um die Bindimg von Bakterien an pl2 zu untersuchen, wurde biotinyUertes pl2 auf 
Sfreptavidin-Chips imihobilisiert und verschiedene E. coU Stamme injiziert. Die Bakterien 
wurden fur die Messungen in PBS aufgenommen.; Es wiirden E. coU StSmme yerwendet; die 
Lipopolysaccharide mit uiiterschiedlichen Polysaccharid-Anteilen besitzen. -Der 
Polysacciiaridteil besteht aus einer „Herz"-Region, die mit dem Lipid A verkniipfl ist-imd dem • 
sogenanpten 0-Antigea. Das 0-Antigen . variert sehr stark zwischen verschiedenen 
Bakferienarten und aucli .Bakterienstammen, walirend die „Herz='rRegion stark, konserviert ist. 
StairurX die' die ,JIerz"-Region und O.Antigen (z.B. E,: coli). . sowie . Stamme .die eine 
voUsttdige „Heiz"-Region (E. coli 021) besitzen wnrden von pl2 gebunden, w.ab-en.d Stamme • 
mit oiriem stark verkiirzter ,JHerz":Region'(z:B. .E: coli mm) nicht mehr von pl2 erkaiint 
>nirden (Fig. 6C). Die Bindung konnte durph .:EPTA (s '.m^d) wieder gelost und. der Cliip 
egeneriert werden. . . . .. • " . ' ' • 

Tfeis piel .12: rekombinante r*! 2-konsthikte : • •- ' 

.'L.;'. KonstruktionVon.pl2mitH4erminalemStrep-Tag^.(^^^^^^^ PCR wurde, 

ari das 5 '-Ende des T4pl2.Gens die.Nukleotidsequeriz fur den Strep-Tag (US patent 5,506,121) 
eingefiilirt. Hierfur vfmdc ffir da^S'-Ende des pl2-Gens ein Primer konstfuiert.. (5^ -GAA GGA 
ACT AGT CAT ATG GCT AGC TGG AGO CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT 
AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT-3' (SEQ ID N0:1), der die Nukleotidsequenz des Strep- 
Tags an seinem 5'-Ende beinhaltet Qoivsiv in der Sequeiiz) und eine Restriktionsschnittstelle 
{Ndel, unterstrichen in der Sequenz) derart besitzt, dass das Gen im richtigen Leseraster in das 
Expressionsplasmid eingesetzt werden kann. Ftir das 3'-Ende des pl2-Gens wurde ein Primer 
Iconstruiert, der hinter dem pl2-Gen eine BamB. I Restrilctionsschnittstelle (kursiv in der' 
lequenz) einfiihrt (5'-ACG CGC AAA GCT TGT CGA CGG ATC CTA TCA TTC ITT TAC 
err AAT TAT GTA GTT-3'), (SEQ ID N0:2). Die PGR wurde mit 40 Cyclen (1 min 95°C, 1 
min 45°C und M min 72°C) durchgefuhrt. Der PCR-Ansatz, wurde mit den 
Restrilctionsendonukleasen Ndel und BamEl geschnitten und das gewtinschte Fragment nach 
GroBenfraktionierung ixber ein Agarosegel und Elution aus dem Gel in die Ndel imd BamBl site 
des Expressionsplasmids pET21a ((wo kommt das her? Firma oder Ref.)) eingesetzt. Die 
Sequenz des N-Strep-pl2-Gens, wurde uber DNA-Sequenzierung auf seine Richtigkeit hin 
Uberpriifl. Die weiteren Schritte zum Plasraid pNS-T4pl2p57 wurden wie von Burda, M.R. & 
MiUer, S. (Eur XBibchem. 1999 265 (2), 771-778) fiu:'T4pl2p57 beschrieben durchgefuhrt. Das 
Plasmid pNS-T4pl2p57 wurde dann indenExpressionsstamm BL21 (DEB) trausfo.rioiert. 



2. Einfllgen eines N-terminalen Cysteinrests in N-Strep-pl2 (N-Strep-S3C-pl2 und N- 
Strep-S14C-pl2): Die Einfugung eines N-tenninalen Cysteinrestes wurde wie unter 1. 
beschfieben durchgeflihrt, wobei daftir zwei neue Primer fiir das 5 '-Ende konstruiert wurden . Fur 
das N-Sh-ep-S3C-pl2 Avnrde der Primer 5'-GAA GGA ACT AGT CAT ATG GCT TGT TGG 

.5 AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGG GCC AGT AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT- 
3^ (SEQ ID N0:3), fiir das N-Strep-S14C-pl2 wurde der Primer 5' -GAA GGA ACT AGT CAT 
ATG GCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC TGT AAT. AAT ACA 
. TATCAACAC.GTT-3'(SB.Q IDNO:4.)yejweMet. ■, ' .. ... 

iO 3. Reinigung von N-'Strep-pl2 Protein': Der 5..co//: Stanim:BL21(DE3) mit. deni 'Plasmid 
pNS-T4pl2p57 wurde in 2 1 Sc.hattelkuituren. (LB-Medium mit Ampicillin 100 )Lig/ml) bis zii 

•einer OD600 von 0.5-0.7 l)ei 37^C gezogsn und die E5q)ression des N-Strep-pl2-Prdteins wurde 
durch Zugabe von ImM IPTG (Isbpropyl-B-thio-galactopyranoside) induziert. Nach Inloibation 
• . bei 37''C.fur 4h' wurden die ZelleA abgeeiTitet. Geemtete Zellen aus 1.0 1 Kultur. wttrden in. 50 ml. 
15 Natriumphosphat,^ 20 rtiM pH 7^2, 2.mM.MgSp4, 0.1 M NaCl aufgenommen, durch dreiriialige 
French-Press-Behandlung (20.000. psi) .aiifgebrochen und ans.chliei3end 30 :niin bei. 15.000 rpm 
(SS34) abzentrifugiert. Nach zweimaligeni Waschen im gleichen Puffer, wurde. das N-Strep-pl2 
Protein aus dem Pellet das Pellet 3x mit durch Riihren fiir 30 min in 40 raM TrisHGl pH 8.0, lO 
mM EDTA extrahiert, der Ansatz fiir 30 min ^ei 15.000 rpm (SS34) zentrifiigiert und. das 
20 abgelfiste NS-pl2 im Oberstand bei 4°C gelagert. Die Extraktion 'wurde zweimal wiederholt. und 
die vereinigten Uberstande wurden auf eine Streptactin-Affmitatssaule (15 ml), aquilibriert mit 
Puffer „W" (100 mM TrisHCl pH 8, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl), aufgetragen (IBA GmbH, 

•ottingen). Nach Waschen mit 5 Saulenvolumina Puffer „W" wurde mit 3 Volumina Puffer „W" 
it 2.5 mM Desthiobiotin in Puffer „W" eluiert.,Nach.mehraialiger Dialyse gegen Puffer „W" 
25 und Aufkonzentration wurde iiber SDS-PAGE und UV-Spektroslcopie (Burda et.al. 1999) die 
Konzentration und Reinheit von N-Strep-t4pl2 ermittelt. Aus 10 Liter Kultur wurden so ca. 100 
mg N-Stfep-T4pl2 gereinigt. 



Name 


Sequenzdes Tag 




Nstrep-pl2 


MASWSHPQFEKGAS 


SEQ ED NO: 5 


Nstrep-pl2-S3C . 


MACWSHP.QFEKGAS 


SEQ ID NO: 6 


Nstrep-pl2-S14e 


]S1ASWSIH>QFEKGAC 


SEQ ID NO: 7 



Patentanspriiche 



Verfahreri zmn 'Nachweis von Endotpxin, umfassend die Scliritte: 

a) Inkiibiereneiner Probe miteinemBakteriophagenschwaiizprote^^^^^^ 

b) Nachweis von anBdcteriophagenschwanzproteme gebundenes Endotoxin. 

Verfahren nach Anspriicb 1, gegeb.enenfalls femer. umfassend' nacJi Schritt .a) urid vor 
Schritt.b) denzusatelichen Scllritt • • ■ • ' ' - • • ' 

: a') Abteennung der • Br^cteriopliagenschwanzprptein^Endotoxiii-Kom von: ; der 

Probe. . , ■ ■ •• . . . " . ■ . 

Verfahi-en ■ riach einem dei-'- Ansprttche 1 bis 3, wobei der .Nachweis mittels 
spektroskbpisbher Verfahren diirchgefiihrt wird. . 

Verfahren ziir Entfemung von Endotoxin aus einef Probe, umfassend die Schritte; 

a) Inkubation einer Probe mit Bakteriophagenschwanzproteinen, die unspezifisch oder 
gerichtet, an einem festen Trager immobilisiert sind, 

b) Trennen des Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexes von der Probe. 

Verfahren nach Aniruch 4, wobei der feste TrSger FiltrationSmedien, Glaspartikel, 
Magnetpartikel, Zentrifiigations-, Sedimentationsmaterialien oder FiUlmaterialien fflr 
Chromatographibsaulen sind. . 

Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei die Bakteriophagenproteine iiber 
Kopplimgsgruppen an deni festen Trager immobilisiert sind... 

Verfahren nach An^ruch 4 oder 5, wobei die Bakteriophagenproteine koyalent uber 
chemische Bindungen an dem fes'ten.Trager immobilisiert siiid, 

■ Verfahren nach Ansprueh 6, wobei die Kopplungsgruppe . ein Lektin, Rezeptof oder 
Antiealim ist. • • • . . ; 




30 



9; Verfahren nach Aiispnich 6, wobei die Kopplungsgruppe ein Streptavidin oder Avidin ist 
und die Bakteriophagenproteine mit Biotin oder einem Strep-Tag gekoppelt sind. 

id. Verfahren pach einem der vorliergehenden Anspmche. wobei das Bakteriophagenprotein 
einenSti-ep-Tag qder.einen His-Tagaufweist. 

11 . Verfahren nach Anspruch 10, wobei der Tag eitte Aminosauresequeii^ gemaiJ SEQ:ID N.O., 
• S,6.oder7'aufweist. • • 

12> •, Verfa]irciv:nabh Anspruch' 10- oder 11, wobei als Bakteriophagenprotein das pl2-PrDtein,. 
■ ; desPhagen T4 verwendet w'ird. •.. 

13. ' vifefcn-nach ein(3m 4er. vorhergehenden Aiispriiche, wobei .die .. Ca2r; oder . Mg2+- 
. .. Konzentration in der Inkubation etva von Oa inM bis. V^^^^ 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei mai-kiertes Endotoxin aus der Bindung 
mit einem Bakteriophagenschwanzprotein verdrSngt wird mid das markierte Endotoxin- 
anschliessend nachgewiesen wird. 
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SEQUENCE LISTING 




<110> PROFOS AG 



<120> 



Verf ahren zum Nachv/eis und zur Entf ernung von Endotoxin 



.10 . <130>*.. PRO-.00S 




<160> 8 



<170> patehtiit "yerslbn 3 .1 



• <210> 1 . . 

20 ■ <211> 78 

<212> DNA 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 



25 <400> 1 , 

gaaggaacta gtcatatggc ' tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaat 



• 



atacatatc aacacgtt . 



30 • <210> 2 



<211> 54 ;v-.. 
<212> DNA 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 



60 



78 



.35 <400> 2 

acgcgcaaag cttgtcgacg gatcctatca ttcttfctacp ttaattatgt agtt 



•y-s ... 



<210> 3 

<211> 78 : . • 

<212> DNA . ^fV 

<213> kunstla^:i^^ Sequenz 



54 



25 



<40.0> 3 ^ . 

gaaggaacta gtcatatggc ttgttggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaat 

aafacatatc aacacgtt 



60 



78 



2S 



10 



<2io> .4 ; • " 

<211> 78 

•<212> DNA . • .. • . 

<2-13>" kun.stlich- hergestellte. Sequ^nz 



.<400>. 4 




20 



g&aggakcta" gtcatatggc tagctgg^g^ cacccgcagt tcgaaaaagg cgCctgtaat: . , 
atacatatc: aacacgtt . ■ 



<210> • 5 * ■ • • • . 

<21i>. 19 - ' l -/.- 'K ■ ■■ •■• * . 

<212> PRT ^ •• ; ' ■ • 

<213> kunstlich- hergestellte . Sequenz 



SO- 



70' 



<400> 5 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
25 1 -5 ' 10 _ 15^' 



Thr Tyr Gin 



30 <210> 6 



<211> , 19 . ' 
<212> PRT 

■<213> kunstlich hergestellte Sequenz 



35 <4.00.> 6 

Met Ala Cys ' Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala 'Ser Asn Asn 

' ' .c • ^ ' 10 *;- ■ ■ 15 



' Thr Tyr Gin 



<210> 7 

<211> 19; •. . ' 

<212> iPRT 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 



<400> 7 • , ; . 

Met Ala Ser. Trp Bar His Pro: Gin Phe Glu Ly, .Gly Ala Cys'. Asn Asn- 



1 



5 




Thr Tyr Gin' 



2ii> .53? ■ '. ; 

<.213> • kunstlich . hergestellte -Ssx^^^^ - 



<460> 8 ■ ' "... ■ ' , 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro- Gin Phe Glu Lys Gly Ala.Ser Asn Asn 

i' 5' • . ..10 • ■ ■ ■ 

Thr Tyr Gin His Val Ser Asn Glu Ser Arg Tyr Val Lys Phe Asp Pro 
20 



25 3'0 



Thr Asp 



Thr Asn Phe Pro Pro Glu He thr Asp Val Gin Ala Ala He 
35 ; 40 . . • 45 



la Ala lie Ser Pro Ala Gly Val Asn Gly Val Pro. Asp Ala Ser Ser 
50 



55 60 



Thr Thr Lys Gly lie Leu Phe Leu Ala. Thr. Glu Gin Glu Val He Asp 



65 



70 . . • 75 - 80 



Gly Thr Asn Asn Thr. Lys Ala Val Thr Pro Ala Thr' Leu Ala Thr Arg 
Leu Ser Tyr Pro Asn Ala Thr .Gq^^ Val.Tyr Gly Leu Thr '.Arg Tyr. 
ser Thr Asp Asp-^lu Ala- lie Ala Giy Val Asn Asn Glii S^.. Ser .lie 

, ■ - ■.ivc; '. : ' ' •• • ' 120' •'■ ■ ■ ■ 125 ■ ;■■ ■• ■ 



21 



Pro Ala Lys Phe Thr-Val Alajbeu Asn Asn Val Phe Glu Thr Arg 



Thr Pro Ala Lys 
130 



135, 



140 



5 "145 



Val Ser Thr Glu Ser Ser Asn Gly Val He Lys lie -Ser Ser Leu Pro 

155 ■ 160 



150 



Gin Ala Leu Ala Gly Ala Asp Asp Thr Thr Ala Met. Thr Pro Leu Lys. 

■ . ' \ .... ' ■ . 170 175.-. ; 

10 :¥bt^Gln.Gln:Leu:-M^^ Ala Gin He. Ala Pro Ser Lys 



Asn Ala Ala Thr Glu Ser Giu Gin G^y- Val lie Glh; Leu- Ala Thr ^al 

■ : 200 r[ ■ 205. " 




19S* . . 



Al-a Gln Ala*. Arg Gin- Gly Thr Leu Arg Glu Gly Tyr;. Ala. He S^r..Pro 



-210 



215 



220 



20 22.5 



' T^-r Thr Phe Met Asn Ser Thr Ala Thr Glu Glu. Tyr. Lys, Gly Val He 

: • ^235 240 



230 



Lys Leu Gly Thr Gin Ser Glu Val. Asn Ser Asn Asn Ala Ser Val Ala 



245 



250 



255 



25 Val Thr Gly Ala Thr Leu Asn Gly Arg Gly Ser Thr Thr Ser Met Arg 

265 270 



260 



ly Val Val Lys Leu Thr Thr Thr Ala Gly Ser Gin Ser Gly Gly Asp 

280 285 



275 



30 



' Ala Ser Ser Ala Leu' Ala .Trp Asn Ala Asp Val He His Gin Arg Gly 
290 ■ 295 . ■ . 300 



35 305 



Gly Gin Thr He Asn Gly Thr Leu Arg He Asn Asn Thr Leu Thr He 

. 315 320 



310 



Ala Ser Gly Gly Ala Asn He Thr Gly . Thy Val Asn Met Thr Gly Gly 
325 - 33.0. . '. 335 



. 40 Tyr He Gin Gly Lyfi,'Arg. Val V&l Tht Gin .Asn Glu He Asp Arg Thr 

340 . : " • 345 ■ , • 350 . • ^ . 



He Pro Val Gly Ala 
• 355 



He* Ket Met Trp Ala Ala Asp Ser Leu Pro Ser 
360 365 _ ■ 



Asp Ala Trp Arg 
. 370 



Phe Cys His Gly Gly Thr yar Ser Ala Ser Asp Cys 
- ■ 375 • 380 



pro Leu Tvr Ala Ser: Arg, II.. Gly Thr Arg Tyr Gly- Gly Ser ^er Ser 



385 

Asn Pro Gly. Leu Pro 
405 



390 . 



395 



400 



Asp Met -Arg Gly'Leu .Phe. Vai; Arg Gly Ser Gly 

■ _ •. ;.^iq_-- -.415 



Arg Gly Ser His Leu Tin 
. -4.20 



Thr Asti -ProAsn; yal Asn Gly Asn. Asp Gin Phe 



. " 42'5 



43 0 



Gly -Lys Pro;;Arg LeU; 
. • • 43!5-- • 



Gly >ai; Gly Cys. 'Thr Gly Gly .ITyr Vai; Gly Glu 



: 440- 



445 



'val. Gln'Lys Gin Gin. Met. Ser Tyr His Lys His:Ala Gly Gly Phe Gly 



450 



Glu Tyr Asp Asp Ser 



455- 



460 



Giy Ala Phe Gly Asn Thr A?:g Arg Ser Asn. Phe 



465 



470 



475. 



480 



Val 



L Gly Thr Arg Lys Gly Leu Asp Trp Asp Asn Arg Ser Tyr Phe Thr 
- • 490 495 



485 



sn Asp Gly Tyr 
500 



.r Glu He Asp pro Ala Ser Gin Arg Asn Ser Arg Tyr 



505 



510 



,Glu Leu. lie Gly Asn Glu Thr. Arg Pro Trp Asn 



Thr Leu Asn' Arg Pro 
515 

lie ser Leu Asn Tyr. lie He Lys Val Lys Glu 



' 520 



525 



530 



535 



